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保存度と近接度を用いたタンパク質機能部位予測

近藤　洋介1,a) 權　娟大2 宮崎　智3,b)

概要：タンパク質の重要な部位を予測するために多くの手法が開発されており，(i)配列，(ii)構造，(iii)
配列と構造に基づいた方法などがある．本研究では，(iii)の手法について共結晶構造を利用する手法を提
案する．そこで，多重配列アライメントを文字型と座標型の二種類のデータ型で表し，それらの写像を考
える．前者では (i)の手法で用いられるような保存度を，後者ではアミノ酸残基とイオンや分子の近接度
を計算し，保存度と近接度によってどのアミノ酸残基が重要であるかを見積もる．翻訳伸長因子 Tu/1Aタ
ンパクに本手法を適用し，保存度と近接度の相関を調べた．このとき，保存度が小さければ近接度も小さ
く，保存度が大きければ近接度も大きいという傾向がみられたが，完全な線形の相関は得られなかった．
このため，保存度と近接度によって測れるものは，互いに類似ではあるが，全く同様ではないと推測でき
る．本手法により，保存度と近接度に基づいて少し異なる観点からアミノ酸残基を評価することができる．

1. 序論

タンパク質が働くとき，イオンや分子が結合する特異的

な部位が存在する可能性がある．結合部位を同定すること

は，そのタンパク質がどのように働き，どのようにイオンや

分子と結合するかを調べるために重要である．そのような

重要な部位を予測するために多くの手法が開発されている．

その中の配列に基づいた手法では，タンパク質の重要な部

位が変異に対して保守的になるという仮定に基づいて，保

存度のようなものを用いるものもある [1], [2], [3], [4], [5]．

現在では様々な保存度が提案されており，これらを立体構

造上へ表示することで保存度と三次元空間上のアミノ酸残

基の配置の間の関係が調べられている [6]．しかし，この

関係は一つの代表構造上への表示により調べられることが

多く，複数の立体構造からその関係を調べていない．した

がって，様々なイオンや分子に結合するタンパク質や同じ

祖先に由来するタンパク質群が考慮できない場合もある．

そのため，本研究では，多重配列アライメントの写像につ

いて考える．

2. 写像の方法

2.1 データ型

M が多重配列アライメントを示し，fx : M → [ 0,∞ )

があるとする．iM ∈ M が文字型と座標型の二つのデー
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タ型で表されるとする．

2.2 文字型

図 1の問題はどのように 1M – 5Mをそれぞれ識別するか

である．t
iM ∈ iMを時点 tの iMとし，t = 1, 2, . . . , N + 1

とする．ただし，N は内部節の数である．t
iM は文字の多

重集合を表し，時点 t + 1で分かれるとする．例えば，t
4M

は

• 1
4M = {R, R, L, R, R,R}

• 2
4M = {R, R, L, R, R}

• 3
4M = {R, R, L, R}

• 4
4M = {R, R, L}

• 5
4M = {R, R}

である．ここでは，t
iM に二種類以上の文字が含まれる場

合に 1，それ以外を 0とする．1
i M の数値のみのとき，1M

– 5M は識別できない．1
i M と 2

i M の数値を足すと，1M

とそれ以外を識別できる．1
i M，

2
i M，

3
i M の数値を足す

と，1M と 2M とそれ以外を識別できる．そこで，

f1 (iM) :=
N∑

t=1

{
0 (∀l ∈ t

iM , ∃λ ∈ A ∪ iΓ; l = λ)

1 (その他)
(1)

とする．ただし，Aはアミノ酸シンボルの集合，iΓ ⊂ iMは

iM の中のギャップの集合である．Aと iΓはそれぞれA =

{A, C,D, E, F,G, H, I, K,L, M, N, P, Q,R, S, T, V, W, Y }
と iΓ =

{
1
i γ, 2

i γ, . . . , G
i γ

}
とする．ただし，Gはギャップ

の数である．
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図 1 文字型の写像．iM ∈ M は全て 5つの Rと 1つの Lから成り，それぞれの文字には進

化速度一定の仮定の基での有根系統樹の末端節が付いている．昇順の番号を時点 t とし

て根から末端節に割り当てる．f1 では，円の中の値を iM に割り当てた後，それらの値

の和を計算する．

座標型

Rを実数の集合とし，e : R3 ×R3 → [ 0,∞ )があるとす

る．R ⊂ R3 とQ ⊂ R3 があり，

e (R, Q) := min
(r,q)∈R×Q

(‖ r − q ‖2) (2)

とする．ただし，‖ · ‖2 はユークリッドノルムである．

あるタンパク質とイオンや分子が含まれる構造 kを考え

る．k
i R ⊂ R3は構造 k中のアミノ酸残基 iの原子座標を示

し，kQ ⊂ R3 は構造 k 中のイオンや分子の原子座標を示

す．K は構造数を示し，それらの配列はアライメントされ

ているとする．
{

1
i R, 2

i R, . . . , K−G
i R

}
⊆ iM は iM の中の

残基の集合，
{

1
i γ, 2

i γ, . . . , G
i γ

}
= iΓ ⊂ iM は iM の中の

ギャップの集合とする．

f2 (iM) := min
k
i R∈iM\iΓ

[
e
(

k
i R, kQ

)]
(3)

とする．

3. 材料と方法

3.1 データ収集

UniProtKB/Swiss-Prot release 2015 01 [8] か ら

(1)‘Classic translation factor GTPase family. EF-Tu/EF-

1A subfamily’の注釈がある (2)配列に ‘X’を含まない (3)

フラグメントでないの三条件を全て満たす 984 エント

リーを抽出した．タンパク質構造データバンク (Protein

Data Bank, PDB) [9]から (1)上記の 984エントリーの参

照がある (2) X-線結晶構造解析で決定されたの二条件を

両方とも満たす 68エントリーを抽出した．免疫タンパク

と結合している [10]またはキメラタンパクを形成してい

る [11], [12], [13], [14] 14エントリーを除外し，表 1に示

すように，103鎖を含む 54エントリーを残した．

3.2 f1 と f2 の計算

図 2で N = 984と K = 103として，MAFFT 7 [15]を

用いて配列をアライメントし，座標データを持つ残基を含

む 477の iM を抽出した．

二配列間の距離を最尤法 [16]により計算した．このとき，

アミノ酸置換モデルは Jones-Taylor-Thorntonモデル [17]，

平衡頻度は Dayhoffの方法 [18]を用いて計算した．二配列

間の距離を全組み合わせについて計算した後，非加重結合

法 [19]を用いて系統樹を作成し，f1 (iM)を計算した．

非対称単位に分けて，f2 (iM)を計算した．表 1にそれ

ぞれのエントリーの代表的なイオンや分子を示した．ただ

し，ナトリウムイオン，酢酸イオン，硫酸イオン，アンモ

ニウムイオン，糖 (スクロース)，ジヒドロキシエーテル，

グリオキシル酸，5-ブロモフラン-2-カルボン酸，β-メルカ

プトエタノール，水分子は，機能が明確ではないため除外

した [7], [20], [21], [22], [23], [24], [25]．

3.3 f1 と f2 の相関

[ 0,∞ ) ⊃ F 3 f1 (iM)は非負実数の部分集合であり，

f1 (iM)の集合とする．F 3 v1 < v2 < · · · < vJ と表す．
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表 1 EF-Tu/EF-1A タンパクの PDB のエントリー
Subfamily Organism PDB ID Resolution Ions or molecules

EF-Tu

Bos taurus, mitochondrial 1D2E 1.94 GDP, Mg2+

1XB2 2.20 Elongation factor Ts mitochondrial

Escherichia coli

1EFC 2.05 GDP, Mg2+

2HCJ 2.12 GDP, TAC, Mg2+

3U6B 2.12 GDP, Mg2+

2BVN 2.30 ENX, GNP, Mg2+

4G5G 2.30 Thiomuracin A derivative, GDP, Mg2+

1D8T 2.35 Thiocillin GE2270, GDP, Mg2+

3U6K 2.45 Thiocillin GE2270 analogue NVP-LDK733, GDP, Mg2+

1DG1 2.50 GDP, Mg2+

1EFU 2.50 Elongation factor Ts
1EFM 2.70 GDP
3U2Q 2.70 Thicillin GE2270 analogue NVP-LFF571, GDP, Mg2+

2HDN 2.80 GDP, TAC, Mg2+

1ETU 2.90 GDP, Mg2+

4Q7J 2.90 Elongation factor Ts, Qβ replicase
1OB2 3.35 Phe-tRNA, GNP, KIR, Mg2+

2FX3 3.40 GDP, Mg2+

Pseudomonas putida KT2440 4J0Q 2.29 GDP, MES, MPD, Mg2+

4IW3 2.70 Putative uncharacterized protein, GDP, Mg2+

Thermus aquaticus

1EFT 2.50 GNP, Mg2+

1B23 2.60 Cys-tRNA, GNP, Mg2+

1TTT 2.70 Phe-tRNA, GNP, Mg2+

1TUI 2.70 GDP, Mg2+

1OB5 3.10 Phe-tRNA, ENX, GNP, Mg2+

Thermus thermophilus

2C78 1.40 GNP, PUL, Mg2+

2C77 1.60 Thiocillin GE2270, GNP, Mg2+

1EXM 1.70 GNP, Mg2+

4LBW 1.74 GNP, Mg2+

4H9G 1.93 GNP, Mg2+

1HA3 2.00 GDP, MAU, Mg2+

4LBV 2.03 GNP, Mg2+

4LBZ 2.22 GNP, Mg2+

4LC0 2.22 GNP, Mg2+

4LBY 2.69 GNP, Mg2+

1AIP 3.00 Elongation factor Ts
4V5L 3.10 16S rRNA, 23S rRNA, Trp-tRNA, GCP, Mg2+

4V5P 3.10 16S rRNA, 23S rRNA, Trp-tRNA
4V5Q 3.10 16S rRNA, 30S ribosomal protein S12, Trp-tRNA, GDP, KIR
4V5R 3.10 16S rRNA, Trp-tRNA, GDP, KIR
4V5S 3.10 16S rRNA, Trp-tRNA, GDP, KIR
4V8Q 3.10 16S rRNA, 23S rRNA, Small protein B SMPB, tmRNA δ, GDP, KIR, Mg2+

4V5G 3.60 16S rRNA, 23S rRNA, 30S ribosomal protein S12, Thr-tRNA, GDP, KIR, Mg2+

aEF1A
Aeropyrum pernix

3VMF 2.30 Peptide chain release factor subunit 1, GTP, Mg2+

3WXM 2.30 Protein pelota homologue, GTP, Mg2+

Sulfolobus solfataricus
1JNY 1.80 GDP
1SKQ 1.80 GDP, Mg2+

eEF1A

Oryctolagus cuniculus 4C0S 2.70 GDP, Mg2+

Saccharomyces cerevisiae

1F60 1.67 Elongation factor 1Bα
2B7C 1.80 Elongation factor-1 β
1G7C 2.05 Elongation factor 1-β, 5GP
1IJE 2.40 Elongation factor 1-β, GDP
2B7B 2.60 Elongation factor-1 β, GDP
1IJF 3.00 Elongation factor 1-β, GDP

TAC; Tetracycline, ENX; Enacyloxin IIa, GNP; Phosphoaminophosphonic acid-guanylate ester, KIR; Kirromycin, MES; 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic
acid, MPD; (4S)-2-methyl-2,4-pentanediol, PUL; Pulvomycin, MAU; N-methyl kirromycin, GCP; Phosphomethylphosphonic acid guanylate ester, 5GP;
Guanosine-5′-monophosphate.

tj は閾値であり，

tj


< v1 (j = 0)

=
vj + vj+1

2
(j = 1, 2, . . . , J − 1)

> vJ (j = J)

(4)

を満たすとする．c2 は f2 (iM)のカットオフとし，本研

究では，c2 = 3 Å とした．If は f2 (iM) > c2 を満たす

iM の数，It は f2 (iM) ≤ c2 を満たす iM の数である．

Ifp (tj)は f2 (iM) > c2 かつ f1 (iM) ≤ tj を満たす iM

の数，Itp (tj)は f2 (iM) ≤ c2 かつ f1 (iM) ≤ tj を満たす

iM の数である．偽陽性率，感度，曲線下面積 (Area under

the curve, AUC)をそれぞれ

p (tj) =
Ifp (tj)

If
, (5)

q (tj) =
Itp (tj)

It
, (6)

AUC =
1
2

J−1∑
j=0

[p (tj+1) − p (tj)] · [q (tj+1) + q (tj)] (7)

とする．

Fx 3 fx (iM)は fx (iM)の多重集合とし，Fx 3 1
i Vx ≤

2
i Vx ≤ · · · ≤ I

i Vx で表されるとする．ただし，I は iM の

数である．rが順位関数であり，

r
(

j+k−1
i Vx

)
= j − 1 +

tn + 1
2

(8)

とする．ただし，j = 1, 2, . . . , I，k = 1, 2, . . . , tnであり，tn

は同順位の大きさである．ここで，スピアマンの ρ [26]は

ρ =

T1 + T2 −
I∑

i=1

[
r
(

l
iV1

)
− r (m

i V2)
]2

2
√

T1T2

(9)

である．ただし，l = 1, 2, . . . , I，m = 1, 2, . . . , I，

T1 =

(
I3 − I

)
−

N1∑
n=1

(
t3n − tn

)
12

, (10)

T2 =

(
I3 − I

)
−

N2∑
n=1

(
t3n − tn

)
12

(11)

である．ただし，N1は F1の同順位の数，N2は F2の同順

位の数である．
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図 2 f1 と f2 の計算．(A)配列と構造を Swiss-Protと PDBからそれぞれ取得する．それら

の全配列をアライメントした後，f1 (iM) と f2 (iM) を (B) と (C) によりそれぞれ計

算する．(B) 配列から進化系統樹を作成した後，f1 (iM) を計算する．(C) 構造 k の中

で，k
i R と kQ がそれぞれアミノ酸残基とイオンや分子の座標を示す．k

i R と kQ の近

接度を e
`

k
i R, kQ

´

として K 構造に対して計算した後，f2 (iM) を計算する．

3.4 可視化

f1 (iM)，f2 (iM)，AUCを Pythonのパッケージであ

るmatplotlib [27]を用いて可視化した．立体構造を VMD

[28]を用いて可視化した．

4. 結果

図 3A では，図 3B の受信者動作特性 (receiver operat-

ing characteristic, ROC)曲線 [29]を用いると f1 (iM)と

f2 (iM)によってM を 4つに分けれることを示している．

このとき，f1 (iM) と f2 (iM) の AUC は 0.739 であり，

スピアマンの ρは 0.580であった．図 3Cでは，左側は小

さい f1 (iM) と小さい f2 (iM) が多いが，右側は大きい

f1 (iM)と大きい f2 (iM)が多いことを示している．
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A B

C

図 3 散布図，ROC 曲線，立体構造．(A) f1 (iM) と f2 (iM) の散布図．ただし，

f1 (468M) = 822.0 と f2 (468M) = 45.56 は除いた．f2 (iM) が 3 Å 以下である

かそれよりも大きいかで iM ∈ M を二つに分けた．(B) 前者を真，後者を偽として，

ROC曲線を f1 (iM)から作成した．閾値は (感度 + 1 - 偽陽性率)が最大となるように

決め，最終的に iM ∈ M を 4つに分けた．(C)それらの分類を Thermus thermophilus

EF-Tu [7] の立体構造上に表示した．

5. 考察

f1 (iM)，f2 (iM)，AUC，スピアマンの ρの意味は以下

のとおりである．f1 (iM)が小さくなるのは文字が進化系

統樹の根の近くでのみ分かれるときである．f1 (iM)が大

きくなるのは文字が進化系統樹の根の遠くで分かれるとき

である．f2 (iM)が小さくなるのは少なくとも一つの iM

の中のアミノ酸残基がイオンや分子の近くであるときであ

る．f2 (iM)が大きくなるのは全ての共結晶構造で iM の

中のアミノ酸残基がイオンや分子の近くでないときであ

る．AUCが 0.5のとき，f1 (iM)と c2 のカットオフのも

とでの f2 (iM) の近くであるか近くでないかに相関がな

い可能性がある．AUCが 1のとき，小さい f1 (iM)と大

きい f1 (iM) に近くであることと近くでないことにそれ

ぞれ相関がある．AUCが 0のとき，大きい f1 (iM)と小

さい f1 (iM) に近くであることと近くでないことにそれ

ぞれ相関がある．スピアマンの ρが 0のとき，f1 (iM)と

f2 (iM)に線形の相関がない可能性がある．AUCが 1か-1

のとき，f1 (iM)と f2 (iM)にそれぞれ正か負の線形の相

関がある．

EF-Tu/EF-1A タンパクはタンパク質の生合成に関わ

り [7]，本研究ではその機能に関わるイオンや分子を選択し

た．したがって，f2 (iM)が小さいとき，iM の中のある

アミノ酸残基がタンパク質の生合成に関わる領域の近くで

あることを示し，f2 (iM)が大きいとき，iM の中の全て

のアミノ酸残基がタンパク質の生合成に関わる領域の近く

ではないことを示す．図 3Aと 3Cはその領域に近いか近

くないかを示し，図 3Bの f1 (iM)の ROC曲線では AUC

が 0.739となっている．これは，近くの領域は f1 (iM)が

小さく，近くない領域は f1 (iM) が大きい傾向にあるこ

とを示している．さらに，スピアマンの ρ は 0.580 であ
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り，f1 (iM)が小さければ，f2 (iM)が小さい傾向にあり，

f2 (iM)が大きければ，f2 (iM)が大きい傾向にあること

を示している．したがって，f1 (iM)によってあるアミノ

酸残基がイオンや分子の近くであるかないかを予測できる．

ただし，完全な線形の相関は得られていないため，f1 (iM)

によって f2 (iM) の全てを説明できるわけではない．こ

のため，f1 (iM)と f2 (iM)によって測れるものは，互い

に類似ではあるが，全く同様ではないと推測できる．ま

た，f1 (iM)か f2 (iM)かによって測れるものの種類は異

なり，それはイオンや分子と結合するための重要性あるい

は立体構造を維持するための重要性であると考えることも

できる．そのため，EF-Tu/EF-1Aタンパクの重要な残基

は近くの領域のみでなく近くない領域にも配置されている

可能性もあると予測できる．

6. 結論

多重配列アライメントが文字型と座標型で表されると

したときの写像の方法について述べた．本手法により，二

種類の写像に基づいてアミノ酸残基を評価することがで

きる．
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